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    Chemosensitivity tests to anticancer agents using human tumor clonogenic assay (HTCA), 
novel dye exclusion method (NDE assay), sub-renal capsule assay (SRCA), and chick embryo 
method (CE method)were utilized to measure the sensitivity of urological malignancies. Surgical 
tumor specimens from 67 patients with urological malignancies were subjected to HTCA develo-
ped by Hamburger and Salmon. An appreciable growth of colonies was obtained in 20 out of 33 
renal cancers, 20 out of 30 urothelial cancers and 1 out of 4 testicular tumors examined and co-
lonial growth adequate for chemosensitivity was obtained in 30 of the 67 patients. More than 70% 
decrease in the plating efficiency after anticancer drug exposure according to Von Hoff's defini-
tion, or more than 1.0 value of the "in vivo -in vitro therapeutic index" in terms of the ratio of 
IC90 to the peak plasma concentration of the drug tested was defined as susceptible. According to 
Von Hoff's definition, susceptibility to vinblastin (VBL) and cis-dichlorodiammine platinum 
(CDDP), was seen in 4 out of 11 patients with renal cancer, in 4 out of 15 patients with urothe-
lial cancer and 1 out of 4 patients with renal cancer, respectively. With adriamycin (ADM) it 
was seen in 3 out of the 15 patients with urothelial cancer, 2 out of 10 patients with renal cancer 
and 1 patient with tesicular tumor. According to TI, susceptibility to VBL was seen in 3 out of 
7 patients with renal cancer, and with CDDP it was seen in 2 out of 12 patients with urothelial 
cancer, and 1 out of 2 patients with renal cancer. The NDE assay was utilized to measure the 
sensitivity of a total of 79 urological malignancies including 33 urothelial carcinomas, 29 renal 
cell carcinomas, 13 testicular tumors, and 4 Wilms' tumors. The cell survival rate of 30% or less 
in this assay was defined as "sensitive" Sufficient cell survival for the NDE assay was obtained 
in 22 out of 33 urothelial carcinomas, 21 out of 29 renal cell carcinomas, and 8 out of 13 testicu-
lar tumors, 2 out of 15 urothelial carcinomas were susceptible to ADM, 6 out of 22 urothelial 
carcinomas to CDDP, and 1 out of 18 urothelial carcinomas to carboquone. In renal cell carci-
nomas, susceptibility to ADM, VBL and Interferon alpha were seen in 3 out of 13 patients, 1 
out of 17 patients, and 3 out of 5 patients. Chemosensitivity testing using subrenal capsule assay 
was performed in 33 bladder tumors. An evaluation of the results obtained was possible in 32 out 
of the 33 bladder tumors. The B16-F10 melanoma, the KK-47 cell line derived from a transition-
al cell carcinoma of the bladder and surgical specimens from 14 urological malignancies were 
subjected to a chick embryo method. The effects of intravascularly injected anticancer agents in 
combination with or without hyperthermia were investigated. A combined use of hyperthermia and 
CDDP, cyclophosphamide (CY) or ADM demonstrated a significantly high tumor regression rate 
in B16-F10 grafts. In KK-47 grafts, a single use of CY and a combined use of hyperthermia and CY 
exhibited a highly significant anticancer regression. Growth adequate for sensitivity test was ob-
tained in 11 of the 14 malignancies.
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   These data  suggest that chemosensitivity may be potentially useful for choosing the most 
effective drug. 
                                              (Acta Urol. Jpn. 34: 1873-1878, 1988)
Key words: Human tumor clonogenic assay, Novel dye exclusion method, Subrenal capsule assay, 
          Chick embryo method
緒 言
初 代 培 養細 胞 または 初 代移 植 腫 瘍 を用 い た各 種 抗癌
剤 の感 受 性試 験 は,こ れ までにinUtUO,invitroのい
ずれ に お い て も種 々の方 法 が報 告 され て い る.こ れ ら
の うち1977年SalmonおよびHamburgerによ り開
発 され たhumantum・・Cl・n・genicasSay1-3)は臨
床 効 果 との相 関 性 が高 い ことか ら,現 在 広 く臨 床 応用
され て い る.当 教 室 で もこのassayを中心 に,各 種
抗 癌 剤 感受 性試 験 の検討 を行 って お り,今 回著者 は こ
れ らのassayの特 徴 お よび 問題 点 に つ ぎ若 干 の文 献


















既 報 の ご と く4》,摘出材 料 を無 菌 的 に酵 素処 理 し12.5
～25.0×104cells/ml濃度 の 単離 細 胞 浮遊 液 を作 製 す
る ・ 各種 抗 癌剤 を 培 養 液 に て 各段 階 濃度 に稀 釈 後,
37℃ に て1時 間薬 剤 処理 を 行 う.つ い で2層 軟 寒天
培 地 のculturelayerに処 理 後 の細 胞 を 播 種 し,2
～4週 間,37℃,7%CO2・airincubator中で 培 養
し,軟 寒 天 培 地 中 に増 殖 し て くる コ ロニ ーを 算 定 し
た.倒 立 顕 微 鏡下 に5〔胴 以 上 の細 胞 集 団を コ ロ ニー と
判 定 した ・処 理 薬 剤濃 度 は 臨床 常 用投 与 量 に おけ る最
高血 中濃 度,そ の1/10濃度 お よび10倍濃 度 を用 いた.
感 受性 判定 法
1・colonyinhibitionrate(IR.)をFig.1によ
り算 出 し,VonHoffらの 判 定基 準 に 準 じ70弩以上 の
IRを 示 す場 合 を 感 受性 あ りと判 定 す る.
2.3濃 度 薬 剤処 理 に よ りえ られ たd・seresponse
curveより90%発育 阻 止濃 度ICg・を 算 出 し,臨 床 常
用 投 与 量 に お け る最 高血 中濃 度 と の 比 をinviv卜in
U2hOtherapeuticindex(TI)とし,1.0以上 の値 が
え られ た場 合 を 有 感 受性 と判 定 す る,
」[.noveldyeexclusionmethod(NDEassay)
既報 の ご と く5),HTCAと 同様 の操 作 に よ り15×
104cells/mlの細 胞 浮 遊液 を作 製 後,1時 間 抗 癌 剤 処
理 を行 う.つい で新 鮮 培 養 液 に て洗 浄 した の ち,poly・
propylene製Falcon2005tubeにlmlあて 注 入
し・37℃・95%CO2-airincubator中で4日 間培
養 を 行 う.2%Fastgreen(Sigma)染色 後,浮 遊
細 胞収 集 装置(ト ミー精 工)に て遠 心 し,ス ライ ドグ
ラス上 に腫 蕩 細 胞 を 固定 す る.対 比 染色 としてhema-
toxylineosin染色 を 行 い,光 顕 的 に300個以 上 の細 胞
につ い てFastgrcenによ り緑 染 され た死 細胞,HE
染 色 に よ り ピ ンク色に 染 色 され た生 細 胞 を 計 測 し,コ
ン トロー ル群 と比較 した.コ ン トRル 群 に 比較 し,
腫 瘍細 胞 の生 残 率が70%以 上 抑制 され た 場 合 に 感受 性






















































































ら感受性可能症例 について検討 してみ ると,Von
Hoffらの判 定 法 で試 験 薬 剤 の す ぺ てがresistantで
あ って も,TI値 に よ り有効 性 の 期 待 で きる 薬剤 を あ
る程 度 予 測す る こ とが可 能 とな る.つ ま りVonHoff
らの 判 定基 準 で は,sensitiveまた はresistantのい
ず れ か の結 果 の み しか 得 られ な い.し か し症 例 に よ っ
て は試 験 薬 剤 がす ぺ てresistantであ るが 抗 癌 化 学療
法 に 頼 らざ るを え な い 場 合 が あ り,そ の際TI値 を















































































例(64.6%)にお いて 薬 剤感 受 性 の評 価 が 可 能 で あ つ
た(Table3).組織型 別 の検討 で は,腎 細 胞癌 で29
例 中21例(72.4%)に評価 可能 で あ り最 も高 値 が え ら
れ た.HTCAお よ びNDEassay同 時 施 行 例 の 結
果 はTable4に 示 す ごと く,両 感 受性 試 験 と も有 感
受 性 を示 した 症例 は 認 め られ ず,4症 例 に お いて 異 な
る結 果 が え られ た.
3.SRCAを 施 行 した 結果,33例 中32例(97.0%)
にお い て薬 剤 感 受性 評 価 が 可 能 で あ った,こ のassay
の結果 に基 づ き臨床 応 用 し,良 好 な 成 績 が え られ た1
例 を供 覧 す る.症 例 はgradeIIIの左 尿管 移 行 上 皮
癌 で,腹 部 大 動 脈周 囲 お よび左 鎖 骨 上 リンパ節 転 移 が
認 め られ,左 鎖 骨上 リ ンパ 節生 検 材 料 を用 い てSRCA
を 行 った,そ の結 果adriamycinおよびmethotrex・
ateに有 感受 性 を 認 め(Fig,4),この2剤 を用 い た
併 用 抗癌 化 学 療 法 を行 った.3コ ー ス終 了 後 には 左 鎖
骨 上 リンパ節 転移 巣 は消 失 し,4コ ー ス終 了 後に は 腹
部 大 動 脈周 囲 リンパ節 は90%,原 発 巣 に お い て も50%
の縮 小 が え られ,左 腎尿 管 全 摘除 術 お よび腹 部 リ ンパ
節 郭 清術 が 施 行 され た.
4.CEmethodによる温 熱 ・抗癌 剤 併 用 効果 の検 討
を,継 代培 養 細 胞株(別6-FIOメ ラ ノー マ,ヒ ト膀 胱
癌 由来 培 養細 胞 株KK-47)お よび 臨 床材 料14例に つ
き行 った.そ の 結 果BI6-F10メラ ノ ーマ で はadri-
amycin単独 処 理 群 お よびadriamycin十温 熱,CIS-
Platinum+温熱,cyclophosphamide+温熱 併用 群
お い て有 意 に 高 い 腫瘍 発 育阻 止 率 が得 られ,KK-47
で はcyclophosphamide単独,cyclophosphamide
+温 熱 処理 群 で 同様 有 意 に高 い 腫 瘍 発 育阻 止 が 認 め ら



































初 代 培養 細 胞 を用 い た抗 癌 剤 感受 性試 験 と して 当教
室 では1977年Salm・nandHamburgerによ り開 発
され た1.humantumorclonogenicassay,Wei-
senthalらi,9)によ り発 表 さ れ た2.noveldye
exclusionmethod,Bogdenら9-11)によ り報 告 され
た3.subre皿alcapsuleassayおよび1912年Mur-
phyに よ り報告 され 且2),その 後感 受 性試 験 と して開
発 され た4.chickembryomethodを施 行 し て き
た.こ れ らの 感受 性試 験 は いず れ も長 所 お よび い くつ
か の問題 点 が あ り,最 良 の感受 性 試験 法 を 決定 し得 な
い のが現 状 で あ る.HTCAは 先 に 述 べた よ うに,こ
の方 法 に よ り得 られ た結 果 と臨 床 効果 との相 関性 が 高
い とい われ て お り,1。clone形成 能 の ある細 胞 に お
け る薬剤 感 受性 を み る ことが 可 能 で あ る,2。 初 代 培
養 であ り,存 在 す る細 胞 構 成 が採 取材 料 と類似 して い
る,3.従 来 の培 養 法 に比 べ,高 い コ ロ ニー形 成 率 を
得 る こ とが 可能 で あ る,4.軟 寒 天培 地 を 用 い る こ と
に よ り,fibroblastやlymphocytcの発 育 を抑 制 し
clone形成 能 を有 す る腫 瘍 細胞 の発 育 を知 る ことが 可
能 であ る,5.TI値 を 用 い る こ と に よ り,あ る程度
有 効性 の期 待 で きる薬 剤 の選 択 が 可能 であ る,と い っ
た 点 が特 微 と して あげ られ て い る.し か し一方 で は,
1.判定 結果 が え ら れ る までに2～4週 間 を要 す る,
2.コ ロニ ー形 成 率 が予 想 した ほ ど高 くな い,3.sin-
glecellより形 成 さ れ た コ ロニ ーか,そ れ ともcell
aggregateより形 成 さ れ た の か 鑑 別 が 困 難 で あ
る13,14),4.感受性 可 能 症例 が予 想 され た ほ ど高 くな
い,と い った 問 題点 が 指摘 さ れ て い る.こ れ に対 し
NDEassayでは,1.HTCAに 比較 し,短 期 間に
結果 が え られ る,2,永 久 標 本 を得 る こ と が で きる,
3.腫瘍 細 胞 とそ うで な い もの の鑑 別 が 容易 で あ る,と
い った特 徴 が あ るが,一 方,1.rcproductivcdeath
を もた らす 薬 剤 に お い て は 抗 癌 剤 感 受 性 をunder-
estimateする傾 向 に あ る,2.damageを受 け た細 胞
が 正常 機 能 を失 うまで に4日 以 上 を要 す る場 合,同 様
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